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RESUMO 
A retinopatia diabética (RD) é uma doença devastadora que está entre as maiores causas 
de cegueira entre pessoas na idade adulta em todo o mundo. Considerada multifatorial e 
progressiva, a RD afeta células neurais e gliais, e também elementos vasculares da retina. Sabe-se 
que diversas vias estão envolvidas na patogênese da RD, no entanto, os mecanismos que levam a 
exacerbação da inflamação e morte de células gliais/neurais o que caracteriza a neurodegeneração 
da retina, ainda permanecem desconhecidos. Diante disso, a redução desses fatores tem sido 
extensivamente estudada como alvo no combate a RD. As Sirtuínas, histonas desacetilases 
dependentes de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD
+
), atuam em resposta a vários 
estresses e atualmente tem sido relacionadas às importantes funções moleculares na regulação de 
várias doenças. Considerado um redox sensível, a SIRT1 pode estar reduzida em condição de 
doença, o que agravar ainda mais a situação patológica. No entanto, não se sabe ao certo o 
mecanismo de modulação e/ou atuação da SIRT1 frete às doenças neurodegenerativas, tais como 
a RD. 
No Artigo I, foram avaliados os possíveis efeitos protetores do cacau rico em polifenóis 
na retina diabética. As células Müller da retina (rMC-1) foram expostos por 24h à glicose normal 
(NG), alta glicose (HG) ou peróxido de hidrogênio (H2O2) e submetidas ao tratamento com cacau 
na presença ou não de um inibidor da SIRT1 ou siRNA. O estudo animal foi desenvolvido em 
ratos experimentalmente diabéticos induzidos por estreptozotocina e randomizado para receber 
tratamentos com cacau com baixa, intermediária, ou elevada dose de polifenol (0,12 mg; 2,9 mg; 
22,9 mg/kg/dia) por gavagem durante 16 semanas. As células expostas a H2O2 ou HG 
apresentaram aumento de proteína acídica fibrilar glial (GFAP) e acetil-RelA/p65 e diminuição 
da atividade/expressão da SIRT1. Estes efeitos foram anulados pelo cacau, que diminuiu a 
produção de espécies reativas de oxigênio e reduziu a ativação da poli(ADP-ribose) polimerase-1 
(PARP-1); melhorou os níveis intracelulares de NAD
+
 e consequentemente aumentou da 
atividade da SIRT1. As retinas dos ratos diabéticos exibiram os primeiros marcadores de 
retinopatia acompanhada pela eletrorretinografia prejudicada. A presença de diabetes levou a 
ativação da PARP-1 e diminuição dos níveis de NAD
+
, resultando em comprometimento da 
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SIRT1. O aumento na acetilação do RelA/p65 levou na hiperexpressão do GFAP. A 
administração oral de cacau polifenol restaurou as alterações acima referidas. Este estudo revelou 
que o cacau enriquecido com polifenóis teve efeito protetor da retina diabética restabelecendo a 
via da SIRT-1. 
No Artigo II, foi investigado o possível efeito terapêutico de células derivadas de 
animais saudáveis (Dock7 m +/+ Leprdb db/m) e diabéticos (BKS.Cg-Dock7 m +/+ Leprdb/J, 
db/db) na retinopatia diabética (RD). Os camundongos db/db (espontaneamente diabéticos) com 
8 semanas de idade foram randomizados para receber uma única injeção intravenosa de PBS ou 
células early outgrowth (EOCs) de doadores db/m ou db/db. Quatro semanas mais tarde, os 
animais foram sacrificados e os olhos enucleados. Para estudo in vitro, o meio condicionado das 
EOCs (EOC-CM) foi gerado a partir do cultivo de EOCs de animais db/m e db/db. As células 
rMC-1 foram expostas por 24h a NG ou HG  e submetidas ao tratamento com db/m ou db/db 
EOC-CM, em presença ou não de um inibidor farmacológico (EX527) ou gênico (siRNA) da 
SIRT1. Nos ratos diabéticos, houve um aumento de marcadores de RD e do dano oxidativo, 
acompanhado por uma diminuição da proteína SIRT1 e seguido pelo aumento da acetilação da 
lisina-310 do complexo p65-NFkB. A terapia celular com EOCs reduziu significativamente todas 
as alterações mencionadas acima. As rMC-1 expostas a HG apresentaram aumento da expressão 
de GFAP, fator de crescimento do endotélio vascular e Nox4, acompanhado pelo aumento dos 
níveis de espécies reativas de oxigênio e acetil-lisina-310-p65-NFkB. Além disso, a 
expressão/atividade da SIRT1 foram reduzidas em ambiente diabético. O tratamento com EOC-
CM impediu todas estas alterações. Este estudo demonstra que a capacidade parácrina das EOCs, 
na secreção de fatores, é eficaz no restabelecimento da via de SIRT1 retina, e assim, proteger a 
retina dos insultos diabéticos. 
Em resumo, a presente tese fornece evidências que tanto a administração oral do cacau 
enriquecido com polifenóis quanto à terapia celular com EOCs, conferem neuroproteção da retina 
aos insultos do diabetes. Portanto, intervenções que modulem a atividade das sirtuínas são 
promissoras no tratamento farmacológico da retinopatia diabética. 
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ABSTRACT 
The diabetic retinopathy (RD) is a devastating disease and the principal cause of 
blindness among people in adulthood worldwide. The RD is considered a multifactorial and 
progressive disease, affecting neuronal and glial cells, and also vascular elements of the retina. It 
is known that several pathways are involved in the pathogenesis of RD, however, the 
mechanisms that lead to exacerbation of inflammation and death of glial/neuronal cell, 
characterizing retinal neurodegeneration, remain unknown. Therefore, the reduction of these 
factors have been extensively studied as a therapeutic target against RD. Sirtuin 1 (SIRT1), a 
family of histone deacetylase enzyme, acts in response to various stresses and, currently, has been 
related to important molecular functions in the regulation of various diseases. Considered a 
redox-sensitive, SIRT1 may be reduced under disease condition, whereby aggravate the 
pathological situation. However, is not known the mechanism of modulation/activity of SIRT1 in 
neurodegenerative diseases, such as RD. 
In the article I, were studies the possible protective effects of cocoa in the diabetic retina 
were assessed.  rMCs exposed to NG, HG or H2O2 were submitted to cocoa treatment in the 
presence or absence of SIRT-1 inhibitor and siRNA. The experimental animal study was 
conducted in streptozotocin-induced diabetic rats and randomized to receive low, intermediate, or 
high polyphenol cocoa treatments via daily gavage for 16 weeks (i.e., 0.12 mg/kg/day, 2.9 
mg/kg/day, or 22.9 mg/kg/day of polyphenols). The rMCs exposed to HG or H2O2 exhibited 
increased GFAP and acetyl-RelA/p65 and decreased SIRT1 activity/expression. These effects 
were cancelled out by cocoa, which decreased ROS production and PARP-1 activity, augmented 
the intracellular pool of NAD
+
, and improved SIRT1 activity. The rat diabetic retinas displayed 
the early markers of retinopathy accompanied by markedly impaired electroretinogram. The 
presence of diabetes activated PARP-1 and lowered NAD
+
 levels, resulting in SIRT1 impairment. 
This augmented acetyl RelA/p65 had the effect of upregulated GFAP. Oral administration of 
polyphenol cocoa restored the above alterations in a dose-dependent manner. This study reveals 
that cocoa enriched with polyphenol improves the retinal SIRT-1 pathway, thereby protecting the 
retina from diabetic milieu insult.  
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In the article II, were investigated the possible therapeutic effect of cells derived from 
control (db/m) and spontaneously diabetic (db/db) mice on diabetic retinopathy. The db/db mice 
with 8 weeks of age were randomized to receive a unique intravenous injection of PBS or 0,5x10
5
 
db/m EOCs or 0,5x10
5
 db/db EOCs. Four weeks later, the animals were euthanized and the eyes 
enucleated. For in vitro study, EOC-CM was generated from db/m and db/db EOCs cultures. 
rMCs were exposed for 24h to NG or HG combined or not with db/m or db/db EOC-CMs. In 
diabetic rats, there was an increase of DR and oxidative damage markers, accompanied by 
decrease in SIRT1 protein followed by lysine-310-p65-NFκB acetylation. The treatment with 
cells from db/m significantly reduced all the above-mentioned, but interestingly the treatment 
with cells from db/db mice fully restored the above alterations to normal levels. rMCs exposed to 
HG displayed GFAP and VEGF expression up regulated, accompanied by increase in Nox4 
expression and ROS levels, and acetyl-lysine-310-p65-NFκB. SIRT1 protein expression and 
activity were markedly reduced in diabetic milieu conditions. The treatment with both EOC-CMs 
prevented all these abnormalities, but db/db EOC-CM fully restored to NG conditions. This study 
demonstrates that endocrine capacity of EOCs is effective in improving retinal SIRT1 pathway 
thus protecting the retina from diabetic milieu insult. 
In summary, compelling novel evidence is provided herein that either through oral 
administration of polyphenol enriched cocoa or cell therapy with EOCs, conferred retinal 
neuroprotection against diabetic insults in animal models. The identification of SIRT-1 as a 
potential therapeutic target in the treatment of diabetic retinopathy may provide new perspective 
in the pharmacological treatment of this diabetic complication. 
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1 - INTRODUÇÃO 
 
1.1 - Retinopatia Diabética 
1.1.1 - Definição 
Atualmente a retinopatia diabética (RD) é considerada uma doença neurovascular 
decorrente da hiperglicemia crônica, o que leva à degeneração de neurônios retinianos 
acompanhada por extensas alterações vasculares. Caracterizada como uma complicação do 
Diabetes Mellitus (DM), a RD está presente tanto no DM tipo 1 como no DM tipo 2 (Barber, 
2004; Zheng e cols., 2007). Portanto, a RD está diretamente associada ao tempo de duração do 
DM (Klein e cols., 1984) e ao controle glicêmico (DCCT, 1993; UKPDS, 1998). 
 
1.1.2 – Epidemiologia 
Estima-se que 7,5% da população mundial sejam acometidas pela DM. No último 
Congresso da Associação Europeia para o Estudo da Diabetes (EASD, 2014) foi divulgado pela 
Federação Internacional de Diabetes que atualmente no mundo 382 milhões de pessoas são 
acometidas pelo DM, alcançando uma proporção epidêmica, o que tem sido um dos desafios de 
saúde pública do século XXI, principalmente nos países desenvolvidos e emergentes (Figura 1) 
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011). 
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Figura 1. Prevalência de pessoas acometidas pelo DM nos diversos continentes no ano de 2013 
(Federação Internacional do Diabetes, 2013). 
 
Aproximadamente 25 a 44% das pessoas com DM desenvolvem alguma forma de RD 
em algum momento da doença (WESDR, 2009). A RD em algum grau ocorre em cerca de 95% 
dos pacientes com DM tipo 1 e em mais de 60% dos pacientes com DM tipo 2, prevalência que 
varia de acordo com o tempo de DM (Figura 2) (Fong e cols., 2004). 
 
Figura 2. Prevalência de RD e RD proliferativa em pacientes com DM tipos 1 e 2 (ETDRS, 
1985). 
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A RD é a principal causa de cegueira em adultos em idade produtiva em países 
desenvolvidos. Sua prevalência apresenta uma variação muito grande segundo a literatura, 
dependendo basicamente da população em estudo, variando de 18% a 40%. Calcula-se que 1 a 
3% da população mundial esteja acometida pela doença. Aproximadamente 85% dos casos se 
manifestam após os 40 anos de idade, sendo apenas 5% abaixo dos 20 anos (Imesch, 1997). 
Segundo Hirschi (1997) e Polak. (1997), no continente americano, a RD é responsável 
por 12% de todos os casos de perda de visão anuais em americanos com idade entre 20 a 74 anos. 
Em especial no Brasil, as estatísticas são insuficientes, mas provavelmente apresenta incidência 
semelhante aos países ocidentais. 
1.1.3 - Patogênese 
A patogênese da RD envolve várias alterações anatômicas da retina, tais como: 
hemodinâmicas, bioquímicas e endócrinas que culminam em alterações de elementos vasculares 
e neurais (Fong e cols., 2004). Há uma série de fatores relacionados ao desenvolvimento e 
progressão da RD, alguns mais fortemente associados com a gravidade da retinopatia, outros 
menos
 
(Hirschi e D’Amore, 1997). 
A RD é caracterizada por alterações neurogliais seguidas por extensivas alterações 
vasculares. As manifestações vasculares são principalmente caracterizadas por capilares 
acelulares, perda de pericitos, formação de microaneurismas, espessamento da membrana basal e 
quebra da barreira hematoretiniana (Cogan e cols., 1961) Por outro lado, a concomitante relação 
entre os elementos neuronais e gliais permite deduzir que estas alterações possam interferir na 
homeostase vascular. Há evidências crescentes de que a incapacidade funcional precede as 
manifestações clínicas mais precoces de doença vascular da retina do diabético (Hyvrinen,1983; 
Dosso, 1996; Sokol, 1985). 
Levantamentos clínicos e experimentais ajudam a elucidar a fisiopatologia da RD. 
Estudos eletrofisiológicos mostraram em pacientes diabéticos alterações funcionais da retina, no 
entanto, sem qualquer alteração de fundo de olho através da eletrorretinografia (Puvanendran e 
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cols., 1983; Lopes de Faria e cols., 2001, Ghirlanda e cols., 1991). Estas evidências caracterizam 
a RD como uma doença neurodegenerativa, em que a disfunção visual começa no início do 
diabetes. Portanto, as células neurais e gliais estão envolvidas na cascata de eventos 
fisiopatogênicos da RD. 
A influência do diabetes em células neurais da retina também foi analisada ao nível 
molecular. Sob condições diabéticas, o aumento de superóxido na retina neural leva a uma 
diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico, que é originalmente induzida na retina para a 
proteção do tecido; a diminuição da ação do óxido nítrico aumenta a formação de peroxinitrito, 
que inibe a sinalização de fatores neuroprotetores e leva à senescência neurocelular (Lambooij e 
cols., 2000).  
Os mecanismos patológicos que levam a déficits neuronais são desconhecidos. No 
entanto, parece que as células gliais da retina desempenham um papel essencial na manutenção 
da função normal e integridade da retina, incluindo células de Müller, as principais células gliais 
da retina (Tretiach e cols. 2005) (Figura 3). As células gliais são importantes na manutenção da 
barreira retiniana, no revestimento endotelial da microvasculatura retiniana e também no 
ambiente extracelular iônico auxiliando na função eletrofisiológica de neurônios. Além disso, as 
células da glia mantêm os níveis sinápticos de neurotransmissores (Gardner e cols, 1997). O 
principal neurotransmissor excitatório da retina é glutamato, um aminoácido tóxico para os 
neurónios da retina, quando presente em quantidades elevadas (Romano e cols., 1995). Assim, a 
regulação do glutamato na retina pelas células gliais é essencial para a função visual (Riepe e 
Norenburg, 2000). Um estudo anterior, mostrou que na RD experimental  a função da glia e o 
metabolismo do glutamato são alterados na retina de ratos (Lieth e cols., 1998). 
A barreira hematoretiniana (BRB) limita a permeabilidade entre os elementos do sangue 
e do tecido da retina. Esta barreira tem características de permeabilidade particulares e parece 
desempenhar um papel de grande importância na fisiopatologia da doença da retina (Runkle e 
Antonetti, 2011). Um marcador precoce bem estabelecido de RD é o colapso da BRB interna, a 
qual é formada por junções intercelulares endoteliais dos capilares da retina (Qaum e cols., 2001) 
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e na BRB externa, constituída também por junções em células do epitélio pigmentado da retina 
(RPE) (Xu e cols., 2011). As junções intercelulares em ambas as células são essenciais para o 
controle rigoroso do fluxo eletrolítico da retina, bem como para impedir a entrada de moléculas 
tóxicas e componentes do plasma para o tecido retiniano (Runkle e Antonetti, 2011). Os 
componentes vasculares da BRB mantém o ambiente apropriado da retina neural, regulando o 
equilíbrio osmótico, concentração iónica, e o transporte de nutrientes (açúcares, lípideos, e 
aminoácidos), ajudando assim a controlar o ambiente especializado da retina (Frank, 2004).  
As alterações vasculares iniciais na retina diabética incluem leucoestase (Haimovich e 
cols., 1993), a agregação de plaquetas (Jian e cols., 2001), o fluxo de sangue alterado (Alder e 
cols., 1998) e a degeneração de pericitos (Cai J e Boulton, 2002). A permeabilidade vascular 
pode ser afetada pelo transporte paracelular e transcelular; o paracelular envolve as junções 
endoteliais, e a via intracelular é mediada por endocitose (Simó e cols., 2010; Brankin e cols. 
2005; Barber e cols., 2003; Hofman e cols. 2000; Antonetti e cols., 1998; Cunha-Vaz, 1980; 
Benolken e cols.,1973). 
 
O epitélio pigmentado da retina (RPE) é um epitélio especializado que se encontra entre 
a retina neural e a camada coriocapilar e desempenha um papel essencial para o bom 
funcionamento e manutenção da retina neural, permitindo a difusão de oxigênio a partir da 
circulação coroideia para cones e bastonetes, que controlam o fluxo de solutos e de fluidos, 
evitando assim a acumulação de fluido extracelular no espaço sub-retinal (Simó e cols., 2010). 
Assim, a BRB externa desempenha um papel fundamental no transporte e reciclagem de 
componentes importantes para a função retiniana (Benolken e cols. 1973). A disfunção da BRB 
induzida pelo diabetes foi claramente identificada em um estudo realizado por Vinores e cols 
(1989). Neste estudo, os autores localizaram albumina em sítios extravasculares de pacientes 
diabéticos em várias fases de retinopatia. A presença de albumina extravascular foi detectada nas 
camadas internas da retina, no entanto, foram observados somente nos estágios mais avançados 
da RD (Vinores e cols., 1989). Por eletrofisiologia, as alterações morfológicas na RPE podem ser 
facilmente detectadas em animais diabéticos, que são refletidas por alteração na onda C da 
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eletrorretinografia (Pautler e Ennis, 1980; MacGregor e Matschinsky, 1986). Apesar dessas 
observações, a contribuição da disfunção de BRB externa necessita de mais estudos. O 
desenvolvimento de terapias inovadoras que permitam o transporte de compostos específicos 
através das barreira da retina depende da compreensão dos mecanismos de funcionamento da 
BRB no meio diabético. 
 
Diabetes Mellitus
Alterações microvasculares
Hipertensão
Liberação de 
Citocromo C
Disfunção mitocondrial, NADPH 
oxidade, citocromo P450, via do 
poliol, NOS, PKC e RAGE
Caspase, Bax/Bcl-2
Apoptose
Alteração 
do NMDA
Nitração de proteínas e 
produção de 8-OHdG
Estresse oxidativo
Quebra da barreira hematoretiniana e Neurodegeneração
Retinopatia Diabética
Lesão do DNA
Ativação da PARP
Ativação do NF-κB
Genes pró-inflamatórios
(IL-1β, ICAM-1, INOS, TNF-α, 
ativação microglial e VEGF
ROS
SOD,
GSH
+
 
 
Figura 3. Alterações moleculares da retinopatia diabética (adaptado de Duarte e cols., 2013). 
Tanto o diabetes como a hipertensão afetam microvasos da retina. Entre as vias bioquímicas são: 
disfunção mitocondrial, sistema NADPH oxidase, via de poliol e enzima sintetizadora de óxido 
nítrico. O estresse oxidativo mitocondrial libera o citocromo c, ativando a cascata de caspase e 
levando à apoptose das células vasculares e neuronais. Além disso, a depleção de glutationa 
reduzida (GSH) irá prejudicar o ciclo glutamina glutamato, que é o principal mecanismo de 
citotoxicidade e neurodegeneração da retina. Por outro lado, o stress oxidativo produz nitração de 
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proteína e os danos do DNA com consequente ativação da via da poli (ADP-ribose) polimerase 
(PARP), translocação fator nuclear kappa B (NF-κB) e transcrição de vários genes pró-
inflamatórios. Como consequência, múltiplas alterações estruturais são detectadas no tecido da 
retina: capilares acelulares, perda de pericitos e quebra da barreira hematoretiniana (BRB). 
NMDA: N-Methil-D-aspartato; SOD: superóxido dismutase; ROS: espécies reativas de oxigênio; 
NO: óxido nítrico; IL-1 β: interleucina-1β; ICAM-1: molécula de adesão intercelular 1; iNOS: 
óxido nítrico-sintase induzível; TNF-α: fator de necrose tumoral α. 
 
1.1.3.1 – O estresse oxidativo 
O estresse oxidativo é definido como o desequilíbrio entre os mecanismos pró-oxidantes 
e antioxidantes, conceito elaborado pelo pesquisador alemão Helmut Sies. Este sistema é 
complexo onde, as substâncias consideradas pró-oxidante são capazes de gerar espécies reativas 
de oxigênio (ROS) e induzir o estresse oxidativo; por outro lado, os antioxidantes previnem a 
oxidação de substratos, ou seja, evitam a perda de elétrons (Figura 4) (Halliwell e Whiteman, 
2004). 
 
Figura 4. Balança ilustrativa do conceito de estresse oxidativo criada por Helmut Sies e 
atualmente definido como “um desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos 
oxidantes, conduzindo à lesão celular” (Ohara, 2006). 
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O estresse oxidativo, consequente da produção exacerbada e/ou pela supressão da 
ablação de ROS, conduz a lesões celulares e alterações moleculares importantes, como oxidação 
de biomoléculas, lesão a proteínas e enzimas, mutação e morte celular (Halliwell e Whiteman, 
2004). Estas alterações estão implicadas no desenvolvimento de muitas patologias, incluindo a 
doença de Alzheimer, o diabetes e as suas complicações, tais como a RD (Kowluru e cols., 2007).  
A retina é particularmente susceptível ao estresse oxidativo por ter alto consumo de 
oxigênio, alta proporção de ácidos graxos poliinsaturados e por ser exposta à luz (Jain, 2006). 
Portanto, o estresse oxidativo é considerado como uma das causas do desenvolvimento e 
progressão da RD (Kowluru, 2001) com a produção de ROS e/ou diminuição dos sistemas 
antioxidantes (Budd e cols., 2000). Esse desbalanço oxidativo, leva a inapropriada apoptose, 
tanto em células vasculares (Danial e Korsmeye, 2004) como em células neurais da retina 
(Joussen e cols., 2001). 
A produção de ânion superóxido na retina se dá em partes pela via mitocôndria, pela 
NADPH oxidase e pela enzima óxido nítrico sintase (Figura 5). Estudos do nosso grupo 
demonstraram que a disfunção mitocondrial contribui significativamente na produção de ânion 
superóxido (O2
−
) na retina (em torno de 60% da produção total) (Silva e cols., 2009). Dados 
mostram que em condição de diabetes, a NADPH oxidase está ativada e por meio do aumenta da 
subunidade Nox4 onde ocorre hiperprodução de radicais livres no tecido retiniano (He e cols., 
2013). O mesmo tem sido verificado no que se refere a oxido nítrico sintase, onde a hiperativação 
desta enzima induzida pelo diabetes leva ao estresse oxidativo tecidual da retina (Hao, 2012). 
 
Figura 5. Complexo enzimático NADPH oxidade e a produção de radicais livres (Dusting e cols., 2005). 
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Juntamente com o aumento de ROS e seus produtos na retina de animais diabéticos, a 
atividade das enzimas responsáveis pela defesa antioxidante como SOD, glutationa redutase, 
glutationa peroxidase e catalase também estão diminuídas (Kowluru e cols., 1997; Pinto e cols., 
2007). Assim como em modelos animais, pacientes diabéticos também possuem baixos níveis de 
antioxidantes não enzimáticos como vitamina C, vitamina E e β-caroteno no plasma (Ford e cols., 
2003). O aumento de ROS e diminuição na defesa antioxidante, como demonstraram os estudos 
citados acima, são observados tanto em modelos experimentais, quanto em pacientes diabéticos, 
o que têm sido associados às complicações microvasculares do DM, incluindo a RD (Dandona e 
cols., 1996). Portanto o aumento da produção de superóxido associado com diminuição do 
sistema antioxidante pode estar envolvido no mecanismo das complicações da RD. 
Os oxidantes são gerados pelo metabolismo intracelular mitocondrial e peroxissomal, 
bem como a partir de uma variedade de sistemas de enzimas citosólicas. Além disso, certo 
número de agentes externos pode desencadear a produção de ROS. Um sofisticado sistema de 
defesa antioxidante que inclui a catalase, superóxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase, 
neutraliza e regula os níveis globais de ROS para manter a homeostasia fisiológica. A diminuição 
dos radicais livres abaixo dos níveis homeostáticos pode interromper a função fisiológica de 
oxidantes na proliferação e defesa celular. Da mesma forma, o aumento do ROS também pode ser 
prejudicial e levar à aceleração no envelhecimento e morte celular. O prejuízo causado pelo 
aumento de ROS são os danos às proteínas, lipídios e DNA. Além desses efeitos, pode ocorrer a 
sinalização de vias redox-sensíveis específicas. Uma vez ativadas, essas vias podem ter diversas 
funções prejudiciais ou potencialmente protetoras (Figura 6). 
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Figura 6. As fontes e as respostas celulares a espécies reativas de oxigênio (adaptado de Finkel e 
Holbrook, 2000 e Schnachenberg, 2002). superóxido (O2
•
-), óxido nítrico (NO), peroxinitrito 
(ONOO-), peróxido de hidrogênio (H2O2), ferro (Fe2+), cobre (Cu+), radicais livres hidroxila 
(OH•), glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada. 
 
 
Estudos do tecido retiniano diabético mostram que o H2O2 é instantaneamente 
convertido via catalase e glutationa peroxidase gerando OH-, o que leva à rápida interação com 
gorduras insaturadas causando peroxidação lipídica e oxidação do DNA (indicada pela presença 
do 8-hidrox-2`-deoxiguanosina (8-OHdG) (Sullivan e cols., 2000). Níveis elevados de 
peroxinitrito também foram encontrados elevados na retina no DM de curta duração e 
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permanecem elevados até 14 meses de DM em ratos (Kowluru e cols., 2001). Dados obtidos pelo 
nosso grupo de pesquisa demonstraram que em ratos experimentalmente diabéticos ocorre um 
aumento da produção de superóxido e uma significativa diminuição nos níveis de glutationa 
reduzida na retina em comparação com os animais controles. Estes eventos culminaram na 
toxicidade tecidual caracterizada pela nitração de tirosina e da lesão do DNA, demonstrando o 
prejuízo do sistema antioxidante nos animais diabéticos (Pinto e cols., 2007). Os animais tratados 
com um antioxidante natural contendo polifenóis, o composto preveniu a nitração de proteínas e 
evitou a lesão do DNA, melhorando assim marcadores precoces de RD (Silva e cols., 2013). 
Esses dados sugerem que a restauração do desbalanço oxidativo pode ser um alvo terapêutico no 
combate a insultos da retina pelo diabetes. 
 
1.1.3.2 – Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) 
Poli ADP-ribose polimerases (PARPs) são enzimas nucleares que catalisam a 
transferência de múltiplos grupos ADP-ribose da nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) para 
as proteínas alvo. Esta transferência é considerada uma modificação pós-tradução que recebe o 
nome de poli (ADPribosil)ação (Singh e cols., 2014). A família da PARP é composta por 17 
membros e cada um deles possui diferentes funções e estruturas na célula. Além da regulação de 
sobrevivência e morte programada das células, a PARP está associada a outras funções biológicas 
como a regulação de transcrição, coesão do telômero e formação do fuso mitótico durante a 
divisão celular, tráfico intracelular e metabolismo energético (Schreiber e cols., 2006). 
A isoforma mais caracterizada e estudada é a PARP-1, responsável pela organização 
espacial e temporal do reparo do DNA. Em resposta à fragmentação do DNA, ela transfere 
unidades de ADP ribose do NAD
+
 para as proteínas nucleares. O NAD
+
 é utilizado como 
substrato para catalisar a ligação covalente das unidades de ADP-ribose do grupo carboxílico dos 
resíduos do aminoácido Glu de proteínas receptoras que normalmente estão associadas com 
transações do DNA (heteromodificaçao) ou da própria PARP-1 (automodificaçao). O polímero 
resultante da ADP-ribose (PAR) pode interagir de forma seletiva, com um número de alvos de 
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proteínas que estão envolvidas na resposta celular aos danos no DNA. Estes alvos contêm 
ligações de PAR que muitas vezes confundem-se com um domínio funcional, tais como uma 
proteína ou um domínio ligado ao DNA e isso explica como ligações de PAR podem alterar as 
propriedades funcionais dos alvos (Figura 7) (Pleschke e cols., 2000). 
 
Figura 7. Mecanismo da PARP1 (adaptado de Pellegrini-Giampietro, 2014). Em condição de 
estresse oxidativo ocorre lesão do DNA, como mecanismo adaptativo, a PARP1 é hiperativada, 
que por meio da NAD
+
 produz poli(ADPribosil)ação a fim de reparar o DNA lesado. 
 
 
A PARP-1 é também conhecida por desempenhar o papel fundamental em vários 
distúrbios agudos e crônicos de inflamação (Mabley e cols., 2001), doenças cardiovasculares, 
câncer e diabetes mellitus (Schreiber e cols., 2006). Em algumas situações, ela funciona como um 
importante co-ativador de fatores de transcrição como o NF-κB resultando na síntese de 
mediadores pró-inflamatórios (Hassa e cols., 2003). Entre eles, está a iNOS, que produz óxido 
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nítrico e, posteriormente, peroxinitritos e radicais hidroxila altamente reativos que, por sua vez, 
causam danos no material genético na célula-alvo. Em seguida, o resultado da ativação da PARP-
1 irá induzir a morte celular independente da caspase, a qual envolve a liberação da proteína 
indutora de apoptose (AIF), flavoproteína, da mitocôndria (Yu e cols., 2002). Como as caspases 
não estão envolvidas neste processo, a PARP-1 se mantém intacta para ser ativada pelo DNA 
fragmentado, o que resulta na síntese excessiva de PAR, esgotamento de NAD
+
 e ATP e, 
finalmente, morte celular. 
O desenvolvimento das complicações do DM está associado ao aumento do estresse 
oxidativo e nitrosativo o que pode danificar o DNA levando à ativação da PARP (Obrosova e 
cols., 2005; Rosales e cols. 2010). A superativação desta enzima exacerba o estado oxidativo da 
célula através do seu consumo de NAD. Ela está associada a doenças relacionadas ao diabetes 
como disfunção endotelial e do miocárdio (Garcia Soriano e cols., 2001; Pacher e cols., 2002), 
neuropatia autonômica e periférica (Obrosova e cols., 2008) e nefropatia (Szabo e cols., 2006).  
O papel da PARP nas complicações oculares dos diabéticos merece uma avaliação 
profunda, considerando que a PARP-1 é expressa abundantemente no cristalino (Tamada e cols., 
2000) e na retina (Obrosova e cols., 2006). Sua ativação contribui para a formação de pericitos 
fantasmas e capilares acelulares, (Zheng e cols., 2004), aumento da adesão de leucócitos nas 
células endoteliais (Sugawara e cols., 2004) e produção de VEGF (Obrosova e cols., 2004) e 
angiogênese (Tentori e cols., 2007). Na RD, dentre as características iniciais, observa-se o 
aumento da produção de fatores vasoativos, como a endotelina 1 (ET-1) e o aumento da síntese 
de proteínas de matriz extracelular (ECM) como a fibronectina (FN) (Xu e cols., 2008). Este 
aumento de fatores vasoativos pode ser explicado pela ativação do NF-κB pela PARP (Hassa e 
cols., 2003). PARP modula a atividade NF-κB através da histona acetiltransferase (HAT). A p300 
desempenha papel fundamental na diferenciação e na regulação de diversos fatores de transcrição 
(Goodman e Smolik, 2000). A expressão de mRNA da p300 é significativamente reduzida em 
células de murinos deficientes de PARP (Hassa e cols., 2003). A alta concentração de glicose faz 
com que a atividade da p300 aumente nas células endoteliais, no coração e na retina de animais 
diabéticos (Kaur e cols., 2006). A ativação epigenética do p300 pode afetar vários fatores de 
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transcrição. Foi descrito também que a ativação da PARP está implicada na manifestação da 
ativação glial (acúmulo de GFAP), apoptose na retina neural (Drel e cols., 2009) e formação de 
catarata em ratos diabéticos (Drel e cols., 2009). 
Estudos farmacológicos têm demonstrado os benefícios terapêuticos de várias classes de 
inibidores de PARP em diferentes modelos experimentais de inflamação, doenças 
neurodegenerativas e vasculares (Jagtap e Szabo, 2005; Rosales MA e cols. 2010). No entanto, 
estudos são necessários a fim de verificar a eficácia deste tratamento em humanos. 
 
1.1.3.3 – Fator nuclear kappa B (NF-κB) 
O NF-κB é um fator de transcrição nuclear heterodímero constituído de duas 
subunidades: p65 (também chamada RelA) e p50 (Baeuerle e Baltimore, 1996; Glezera e cols., 
2000). O NF-κB é um fator nuclear que possui a capacidade de ligar-se a uma sequência de 10 
pares de bases na região promotora do gene que codifica a cadeia leve k, que está envolvida na 
transcrição de importantes citocinas pró-inflamatórias envolvidas no câncer e doenças 
neurodegenerativas tais como o Alzheimer e a RD (Sen e Baltimore, 1986). 
O NF-κB é descrito em diversas células que compõem os organismos complexos e 
apresenta uma gama de ações superiores a todos os fatores de transcrição até então 
caracterizados. Isso se dá devido aos estímulos de modulação deste fator, como os inúmeros 
genes por ele regulado. Dentre esses estímulos estão os neurotransmissores (tais como o 
glutamato), neurotrofinas, proteínas neurotóxicas (como a b-amilóide), VEGF, citocinas 
(interleucina-1 e fator de necrose tumoral), glicocorticóides, ésteres de forbol, peptídeo 
natriurético atrial e produtos de reações de enzimas como a óxido nítrico sintase induzível. 
Independente do estímulo parece haver a participação de espécies reativas de oxigênio  e o 
aumento de cálcio intracelular para a ativação do NF-κB. Estas funções foram caracterizadas 
principalmente em células neurais e gliais (O’Neill e Kaltschmidt, 1997). 
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A de ativação da via do NF-κB inicia-se no citoplasma pela fosforilação e a degradação 
do IκB (proteína inibitória que impede a translocação do NF-κB para o núcleo) (Sen e Baltimore, 
1986; Baldwin, 1996). Vários estímulos levam à fosforilação do IκB, que posteriormente recebe a 
adição de ubiquitina, pela ação da ubiquitina ligase, sendo em seguida degradada pelo complexo 
proteossoma 26S (Siebenlist, 1997). O desmembramento do complexo IκB/NF-κB permite a 
translocação p65-NF-κB para o núcleo (Baldwin, 1996). Os primeiros estudos sobre a transcrição 
do NF-κB mostraram que apenas a translocação deste fator para o núcleo era capaz de ativar a 
transcrição, no entanto dados atuais mostram que no núcleo, o NF-κB é acetilado (Ito e cols., 
2001), o que permite a ligação em genes específico da cromatina que apresentam a sequência 
regulatória GGGACTTTCC junto à região promotora, levando a um aumento na expressão do 
gene alvo (Figura 8) (Hiroi e cols., 2003). 
 
Figura 8. Sinalização do NF-κB (adaptado de Gilmore TD, 2006). Sob estímulos distintos via 
receptor, a cascata do NF-κB iniciase no citoplasma pela fosforilação e a degradação do IκB. 
Posteriormente, o complexo p65-NF-κB é translocado para o núcleo e por meio de co-ativadores 
a transcrição é ativada, o que permite a ligação junto à região promotora, levando a um aumento 
na expressão do gene alvo. 
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A acetilação do NF-κB ocorre na subunidade p65 pela ação de proteínas 
acetiltrasferases, como p300/CBP. O principal alvo da acetilação do p65 são as lisinas 218, 221 e 
310, o que regula a atividade transcricional do NF-κB. A acetilação da lisina 218 e 221 aumenta a 
ligação no DNA e prejudica a ação do IκB, enquanto que a acetilação da lisina 310 é necessária a 
todas as atividades transcricionais do complexo RelA/NF-κB. Por sua vez, o RelA pode ser 
desacetilado por histonas desacetilases. Portanto, o mecanismo de acetilação/desacetilação serve 
como um interruptor molecular intranuclear para promover ambos os efeitos regulatórios 
positivos e negativos sobre a ação transcricional do NF-κB (Figura 9) (Greene e Chen, 2004). 
 
 
 
Figura 9. Sítios de modificação e modulação do NF-κB. Lisinas tais como, 122 e 123 do p50 e 
218, 221 e 310 do p65, quando acetiladas, levam ao aumento da transcrição gênica. Ao mesmo 
tempo, histonas desacetilases como a SIRT1 podem modular estes sítios de modificação (Greene 
e Chen, 2004). 
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O desenvolvimento das complicações do DM está associado ao aumento de NF-κB, que 
leva à produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias e consequentemente migração e 
infiltração de macrófagos no tecido alvo (Moura e cols., 2014). Na RD, este processo gera 
inflamação exacerbada levando à progressão da doença. O NF-κB é sensível ao estresse oxidativo 
e responsável pela transcrição de importantes genes pró inflamatórios no tecido retiniano, 
principalmente na micróglia e em células de Müller da retina (Duarte e cols, 2013). Estudos 
mostram o aumento da fosforilação do complexo p65 no tecido retiniano e consequentemente 
hiperexpressão de VEGF, das molécula de adesão vascular (VCAM-1) e intracelular-1 (ICAM-1) 
e das proteínas pró-inflamatórias dependentes do NF-κB (Kaštelan e cols, 2013). Ambas as 
moléculas, VCAM-1 e ICAM-1, promoverem a quimiotaxia de leucócitos para as paredes 
vasculares e a sua migração para tecidos da retina (Chibber e cols., 2007; Joussen e cols., 2002), 
enquanto que o VEGF, um mediador inflamatório, aumenta a permeabilidade vascular da retina 
interna (Adamis, 2002; Zhang e cols., 2011).  
Estas alterações, na fase precoce da RD, estão fortemente relacionadas à reatividade de 
células gliais, caracterizada por aumento da expressão de GFAP (Adamis AP, 2002) e morte de 
células neurais por apoptose (Jung KI e cols. 2013). Posteriormente, os fatores acima descritos 
comprometem na barreira hematoretiniana (Chibber e cols., 2007; Joussen e cols., 2002). 
 
1.2 – SIRT1 
1.2.1 - Função desacetilase da SIRT1 
As Sirtuínas (SIRTs, silent information regulator) são da classe das histonas 
desacetilases que atuam em resposta a vários processos fisiopatológicos, tais como inflamação, 
senescência celular, apoptose, metabolismo e regulação do ciclo celular. Existem 7 tipos de 
sirtuínas em mamíferos (1-7), sendo que cada uma é caracterizada pela localização e função 
celular (North e cols., 2004). A principal e mais estudada é a Sirtuína 1, que se encontra 
 Introdução 
18 
 
principalmente no núcleo e está envolvida na regulação de diversos processo 
fisiológicos/metabólicos celulares (Tabela 1). 
Tabela 1. Família das Sirtuínas, classe das histonas desacetilases.  
Classe Subclasse 
Espécie 
Localização Função 
Camundongo Humano 
I 
A Sirt1 SIRT1 Núcleo e citoplasma Metabolismo e inflamação 
B 
Sirt2 SIRT2 Citoplasma Ciclo celular e tumorigênese 
Sirt3 SIRT3 Mitocôndria Metabolismo 
II 
 
Sirt4 SIRT4 Mitocôndria Secreção de insulina 
III 
 
Sirt5 SIRT5 Mitocôndria Detoxificação da amônia 
I
V 
A Sirt6 SIRT6 Núcleo 
Reparo do DNA, metabolismo e 
secreção TNF 
B Sirt7 SIRT7 Núcleo rDNA e transcrição 
 
A SIRT1 foi inicialmente verificada como um promotor de longevidade associado à 
restrição calórica. No entanto, dados recentes mostram que a SIRT1 está envolvida na regulação 
de vários processos fisiopatológicos em diferentes órgãos (Lavu e cols., 2008). Além disso, a 
SIRT-1 tem sido relacionada a importantes funções moleculares na regulação de várias doenças 
como Alzheimer e doença pulmonar obstrutiva crônica, bem como longevidade (Figura 10) 
(Elliott e cols., 2008; Michan e cols., 2007; Westphal e cols., 2007).  
 
Figura 10. Atuação da SIRT1 frente aos mecanismos fisiológicos celulares (adaptado de The 
Life, 2014). 
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A atividade enzimática da SIRT1 é caracterizada por ser dependente da NAD
+
, que atua 
como cofator da SIRT1 (Bonda e cols., 2011). No resíduo de lisina em proteínas alvo, a SIRT1 
induz hidrólise de NAD
+
 gerando nicotinamida e metabólito (Figura 11) (Guarente, 2000). 
 
 
Figura 11. Atividade de desacetilação da SIRT1. O processo enzimático da SIRT1 se dá com o 
auxílio do cofator NAD
+
, onde SIRT1 + NAD
+ 
+ substrato acetilado => SIRT1 + Nicotinamida + 
O-acetil-ADP-ribose + substrato desacetilado (Guarente, 2000). 
 
 
A SIRT1 atua em alguns locus de cromatina desacetilando lisinas de histonas (Michan, 
2007; Zhang e Kraus, 2009). Além disso, pode suprimir a inflamação através da desacetilação da 
p65 na subunidade do NF-κB (Yeung cols., 2004), reduzir a apoptose através da desacetilação da 
p53, Ku70, e FOXO3a (Bi B cols., 2007; Brunet e cols, 2004; Luo e cols., 2001), e inibir a 
senescência através da desacetilação de FOXO3a, FOXO4, e p53 (Michan e cols., 2007; 
Salminen e cols., 2008), que são características de várias doenças inflamatórias crônicas, assim 
como a RD (Figura 12). 
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Figura 12. Alvos e funções moduladas pela via da SIRT1 (Yao H e Rahman I, 2014). 
 
1.2.2- A modulação da SIRT1 em resposta a estímulos oxidantes 
Estudos mostram que o estresse oxidativo pode modular a atividade e expressão de 
algumas proteínas importantes no sistema celular (Caito e cols., 2010; Grimsrud e cols., 2008; 
Ghezzi e Bonetto, 2003). Desta forma, a regulação da SIRT1 por espécies reativas de oxigênio 
tem sido amplamente investigada. A modulação da SIRT1 é complexa, isso porque esta enzima 
depende de diversos processos redox intracelulares (Bordone e cols., 2005). No entanto, sabe-se 
que o estresse oxidativo tem um papel importante da modulação da expressão e atividade de 
desacetilação desta enzima (Braidy e cols., 2011). 
 
1.2.2.1 - SIRT1 e a via da PARP1 
Inúmeros processos biológicos celulares compartilham de moléculas, a SIRT1 é uma 
delas. Em resposta ao estresse oxidativo a PARP1 é ativada e a NAD
+
 é convertida em poli 
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(ADP-ribose) como mecanismo de reparação do DNA. Tanto a via da SIRT1 como a via da 
PARP1 utilizam de NAD
+
 como substrato, devido a isso, a via da PARP1 tem grande influência 
na modulação da atividade da SIRT1 (Figura 13) (Kolthur e cols., 2006). 
 
Figura 13. SIRT1 e a via da PARP1. O estresse oxidativo leva na ativação da PARP1 e 
subsequente depleção da NAD
+
, onde a via de regeneração não é capaz de reverter a razão de 
NAD
+
/NADH causando subsequente inativação da atividade desacetilase da SIRT1. Ativação 
PARP1 também é regulada pelos níveis intracelulares de GSH/GSSG. Além disso, a SIRT1 
também é capaz de regular a atividade PARP1 via desacetilação. NMN, 
Mononucleotídeo de Nicotinamida; NAMPT, nicotinamida fosforibosiltransferase; NMNAT, 
 Ácido nicotínico mononucleotídeo adeniltransferase; PARP1, poli(ADP-ribose) polymerase-1. 
(Hwang e cols., 2013). 
 
A inibição da SIRT1 pela ativação da via da PARP1 é devido a redução da razão 
intracelular NAD
+
/NADH pelo consumo da NAD
+
; este fato tem sido demonstrado em resposta à 
H2O2 em modelo de senescência celular (Furukawa e cols., 2007). No entanto, a exata modulação 
da via da SIRT1 pela ativação da PARP1 frente a estímulos oxidativos ainda precisa ser estudada, 
principalmente no que diz respeito a doenças neurodegenerativas como a RD, onde a PARP1 está 
hiperativa (Hwang e cols., 2013).  
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Sabe-se que o fumo de cigarro induz a ativação da PARP1 e reduz os níveis de SIRT1 
provavelmente devido à depleção intracelular de NAD
+
. Um agente anti-inflamatório derivado da 
metilxantina protege as células pulmonares de camundongos expostos ao fumo contra o 
esgotamento de NAD
+
 via inibição da PARP1, nesta ocasião a atividade da SIRT1 foi 
restabelecida (Moonen e cols., 2005; Weseler e cols., 2009). Este fenômeno implica o papel de 
PARP1 na inflamação pulmonar e senescência (Hwang e cols., 2010). Portanto, qualquer 
alteração nos níveis da atividade da PARP1 e/ou níveis intracelulares de NAD
+
, particularmente 
em resposta a estímulos ambientais oxidantes, pode influenciar a atividade da SIRT1. 
 
1.2.2.2 - Modificação pós-tradução da SIRT1 
Dados atuais mostram que a enzima SIRT1 possui 747 aminoácidos, onde formam três 
regiões: 1) o domínio central, sítio ativo de desacetilação; 2) domínio N-terminal e; 3) domínio 
C-terminal (Hwang e cols., 2013). Sabe-se que ambos os domínios N- e C- terminal da SIRT1 
podem sofrer modificações pós-tradução (Zee e cols. 2010). O domínio catalítico compreende 
250 aminoácidos e é altamente conservado entre as espécies. Estes domínios são constituídos por 
um sítio de ligação ao substrato e um sítio de ligação ao NAD
+
 (Sauve e cols., 2006). A região N 
e C terminais contém elementos reguladores dos domínios de ligação de ativadores da SIRT1. 
Estudos mostram que a SIRT1 contém 15 sítios de fosforilação (Sasaki e cols, 2008; Zschoernig 
e cols., 2009 ; Olsen e cols.,2006; Beausoleil e cols., 2004), um de SUMOilação (Yang e cols., 
2007), e dois de S-nitrosilação (Kornberg e cols., 2010). Outras modificações pós-tradução, tais 
como a carbonilação e S-glutationilação são descritas, no entanto, ainda necessários estudos para 
caracterização da região específica da proteína que ocorre esta modificação (Hwang e cols., 
2013). 
Estas alterações, provenientes de modificações reversíveis e irreversíveis de proteínas 
são formadas como resultado de oxidação direta de algumas cadeias de aminoácidos, tais como 
resíduos de histidina, cisteínas ou lisina. Modificações como formações de pontes disulfeto, S-
glutationilação e S-nitrosilação, podem facilmente ser revertidas por algumas enzimas, tais como 
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tiorredoxina e glutaredoxina (Caito e cols., 2010). No entanto, modificações geradas por 
carbonização e nitração levam à mudança conformacional da estrutura molecular, inativando e 
levando à degradação da proteína (Figura 14) (Caito e cols., 2010). 
 
Figura 14. Modificações pós-tradução da SIRT1 (adaptado de Hwang, 2013). Em resposta ao 
estresse oxidativo, SIRT1 sofre modificações pós-traducionais, tais como fosforilação (P), S-
nitrosilação (SNO) S-glutationilação (GSH), carbonilação (CO) e SUMOilação (SUMO). 
Atividade SIRT1 desacetilase e respostas celulares subsequentes são afetados por estas 
modificações. Alterações da razão GSH/GSSG intracelulares também pode afetar essas 
modificações. 
 
A fosforilação da SIRT1 pode ocorrer em vários locais de modificação, das quais sete 
são localizadas no interior do terminal N e oito no C-terminal e podem modular a atividade desta 
enzima. A fosforilação da serina 27 aumenta a estabilidade da SIRT1 (Ford e cols, 2008). Da 
mesma forma, quando a treonina 530 ganha um grupo fosfato, promove a atividade enzimática da 
SIRT1, enquanto que nas serinas 154, 649, 651, 683 aumenta a afinidade ao substrato. Este efeito 
foi verificado em células epiteliais em modelo de estresse oxidativo (Caito e cols, 2010). 
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O SUMO (small ubiquitin-related modifier proteins) é uma pequena proteína que tem o 
efeito oposto da ubiquitina. A ubiquitinação é um processo de modificação que leva a degradação 
de proteínas, enquanto que SUMOilação induzir a estabilidade de proteínas (Herrmann e cols, 
2007). Ambos SUMOilação e ubiquitinação podem ocorrer sob condições de estresse oxidativo, e 
esses efeitos são regulados pelos níveis de importantes tióis intracelulares. Quando SIRT1 é 
SUMOilada na lisina 734, sua atividade de desacetilação é aumentada. Interessante que em 
resposta ao estresse e dano ao DNA, a SUMOilação da SIRT1 apresenta-se reduzida (Yang e 
cols., 2007). 
SIRT1 é uma molécula redox-sensível, portanto tióis intracelulares podem regular o 
nível de atividade da SIRT1. O tratamento com butionina sulfoximina, um inibidor da biossíntese 
de GSH, diminuiu ainda mais os níveis de SIRT1 em resposta ao estresse oxidativo, enquanto que 
o aumento seletivo de tióis intracelulares por GSH monoetilico restabelece a SIRT1 em um 
modelo de estresse induzido pelo tabaco em células epiteliais do pulmão de ratos (Hwang e cols., 
2013). O estudo de Zee (2010) demonstrou que a SIRT1 é alvo da S-glutationilação em resíduos 
de cisteína (Cis67, Cis268, e Cis623).  
A S-nitrosilação é uma ligação covalente de um grupo de óxido nítrico na cisteína 
tiol/sulfidrilo, o que leva à formação de um derivado de S-nitrosotiol (Shahani e cols, 2011). 
Kornberg (2010) demonstrou que gliceraldeído-3-fosfato nitrosilado (GAPDH) tem a capacidade 
de nitrosilar a SIRT1 na cisteína 387 e 390 e inibir a atividade enzimática (Kang e cols., 2011). 
No entanto, mais estudos são necessários para elucidar este processo.  
A carbonilação é uma ligação covalente de grupos carbonilas que ocorre em resíduos de 
cisteína da SIRT1 resultante de reações oxidativas, que tem como consequência a inativação 
enzimática e degradação proteossômica da SIRT1. Em modelo in vivo, camundongos expostos à 
fumaça de cigarro apresentaram modificações pós-tradução da SIRT1 por carbonilação e 
glutationilação. Estas modificações foram atenuadas pelo tratamento antioxidante com N-
acetilcisteína (NAC) (Caito e cols., 2010). 
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1.2.3 - A sinalização da SIRT1 na inflamação via RelA/p65-NF-κB 
O NF-κB é um fator óxido sensível e responsável pela transcrição de citocinas pró-
inflamatórias, tais como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral (TNF-α) e VEGF (Toledano 
e cols., 1991). Tanto em condições fisiológicas como patológicas, o NF-κB é modulado por 
diversas modificações pós-tradução. Nesse contexto, recentes estudos mostraram que a forma 
ativa do NF-κB é caracterizada no núcleo mediante acetilação da lisina 310 na subunidade 
RelA/p65. Por outro lado, podem ocorrer estímulos de inativação, dirigidos pela SIRT1 (Figura 
15) (Chen, 2005). 
 
Figura 15. A sinalização da SIRT1 na inflamação via RelA/p65-NF-κB (Hwang e cols., 2013). A 
sinalização do NF-κB inicia-se no citoplasma, onde por estímulos de fosforilação é translocado 
para o núcleo, onde é acetilado pelo CBP/p300, resultando na inflamação. A acetilação pode ser 
modulada pela via da SIRT1, onde, estímulos de ativação levam à desacetilação do p65-NF-κB. 
Por outro lado, o bloqueio da SIRT1 pode causar hiperacetilação deste fator de transcrição. 
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O estresse oxidativo mediado pela fumaça do cigarro induz a redução da SIRT1 
associada ao aumento da acetilação e ativação de RelA/p65-NF-κB (Yao e cols, 2012; 
Rajendrasozhan e cols., 2008). Da mesma forma, o silenciamento gênico da SIRT1 leva a 
hiperacetilação do p65, que resulta na transcrição de citocinas inflamatórias (Rajendrasozhan e 
cols., 2008). Estes dados foram verificados no tecido pulmonar de rato e em pacientes fumantes 
com DPOC (Yao e cols, 2012; Rajendrasozhan e cols., 2008, Yang e cols.,2007). Em modelo in 
vitro, o extrato de fumo do cigarro provocou a diminuição, em dose resposta, dos níveis de 
SIRT1 seguido de redução da atividade da enzima, o que resultou na acetilação do complexo NF-
κB em células pulmonares (Rajendrasozhan e cols., 2008, Yang e cols., 2007). O tratamento com 
SRT1 720, um ativador específico da SIRT1, preveniu a produção de citocinas inflamatórias 
mediada pela fumaça (Yao e cols, 2012; Rajendrasozhan e cols., 2008). O mesmo foi verificado 
em modelo de restrição calórica, onde o restabelecimento dos níveis de SIRT1 promoveu redução 
da inflamação via desacetilação do complexo RelA/p65-NF-κB, resultando no retardo do 
envelhecimento (Bordone e cols., 2005). 
Apenas três estudos publicados recentemente, mostram a importância da via da SIRT1 e 
do NF-κB na fase precoce da RD. Zheng e cols. (2012) mostrarma em modelo in vitro, que 
células endoteliais expostas à alta dose de glicose apresentam ativação da via da PARP1 e 
consequente redução da atividade da SIRT1. Em modelo animal, Kubota e cols. (2011) 
demonstrou a redução da expressão da SIRT1 e aumento da inflamação, caracterizada pelos 
marcadores VEGF e ICAM-1 em camundongos diabéticos, no entanto, o estudo não verificou os 
níveis de acetilação do complexo RelA/p65-NF-κB. Mais recentemente, Kowluru e cols. (2014) 
mostraram que pacientes com RD também apresentam déficit da atividade e expressão gênica da 
SIRT1. Diante disso, estes estudos mostram a possível participação da via da SIRT1 na 
patogênese da RD, no entanto, não se sabe ao certo o mecanismo de modulação e/ou atuação da 
SIRT1 frete aos insultos do DM. Desta forma, tratamentos que modulem ou promovam a 
ativação a via da SIRT1, podem ser usados com alvo terapêutico no combate as alterações da RD. 
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1.3 – Polifenóis 
Polifenóis são substâncias caracterizadas por possuírem uma ou mais hidroxilas ligadas 
a um anel aromático (Kirimlioglu e cols., 2006). Os principais grupos de polifenóis são os ácidos 
fenólicos, tendo como exemplos: o ácido clorogênico, presente no café; os estilbenos como o 
resveratrol presente nas uvas e vinho; as cumarinas, como as furanocumarinas do aipo; as 
ligninas, como as lignanas da linhaça; e os flavonoides. Este último grupo é o maior e mais 
estudado, possuindo mais de 5.000 compostos identificados e estão presentes principalmente em 
frutas e hortaliças, chás, cacau e soja (Ross e Kasum, 2002). Muitas destas substâncias são 
classificadas como antioxidantes naturais e possuem propriedades terapêuticas.  
As ações fisiológicas exercidas pelos polifenóis já foram relacionadas à prevenção de 
doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, câncer, entre outras (Scalbert e cols., 2005). Os 
polifenóis têm sido extensivamente estudados devido a seu efeito benéfico à saúde, no combate a 
formação de radicais livres, bem como na proteção contra danos ao DNA das células (Wollgast e 
Anklan, 2000). Além do efeito antioxidante, tem sido verificado que os polifenóis também 
possuem propriedades: anti-inflamatória, anticarcinogênica, anti-aterogênica, antitrombótica, 
antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora, comprovadas em estudos científicos (Wollgast e 
Anklan, 2000; Gotti e cols., 2006).  
 
1.3.1 - Flavonoides 
Os flavonoides são uma subclasse dos compostos polifenólicos biossintetizados que 
estão presentes na maioria das plantas (Mann, 1987). A principal fonte de flavonoides dos seres 
humanos é oriunda da dieta (Barnes e cols., 2001), cerca de 1-2g por dia (DeVries e cols., 1997). 
Em grande parte, a origem desses compostos na dieta se dá pela ingestão de frutos, hortaliças, 
condimentos e plantas medicinais.  
Existem mais de 8 mil flavonoides identificados (Pietta, 2000). A estrutura básica desses 
compostos consiste em um núcleo comum, constituído de quinze átomos de carbono dispostos 
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em três anéis (C6-C3-C6), sendo dois fenolicos A e B e um pirano C (Di Carlo e cols., 1999). 
Existem três requisitos na estrutura química dos flavonoides possivelmente responsáveis pela 
atividade de neutralização de radicais exercida por esta classe de componentes, sendo eles: 1) o 
sistema orto-dihidroxi no anel B; 2) a presença da ligação dupla entre C2-C3 conjugada com a 
função 4-oxo; 3) a presença de um grupo hidroxílico em C3 (Figura 16) (Dornas e cols., 2007). 
Os flavonoides são subdividos em diversas classes onde se encontram as catequinas, 
caracterizadas principalmente pela capacidade antioxidante (Kähkönen e Heinonen, 2003). 
 
 
 
Figura 16. Estrutura molecular básica dos flavonoides e as regiões que favorecem a atividade 
antioxidante (adaptado de Dornas e cols., 2007) 
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1.3.1.1 - Catequinas 
O grupode das catequinas é caracterizado principalmente por sua estrutura molecular.  
Estudos indicam que a presença de uma hidroxila no C3 no anel heterocíclico e um catecol no 
anel B favorecem a atividade antioxidante. A sua composição inclui epicatequina galato (ECG), 
epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina (EC), sendo que este 
último é o mais abundante em compostos naturais tais como a cacau, o que merece maior atenção 
do ponto de vista farmacológico (Figura 17) (Pietta, 2000). 
 
 
Figura 17. Estrutura molecular das catequinas (Pietta, 2000). 
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As catequinas são incolores, solúveis na água e não existem referências de 
contraindicações do seu consumo. Além da atividade antioxidante, tem sido descrito que as 
catequinas possuem várias outras propriedades, incluindo: anti-inflamatória, anticarcinogênica, 
antitrombótica, antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora. O estudo com uso de catequinas em 
camundongos diabéticos, inibiu a formação de AGEs, controlou a via inflamatória e preveniu a 
disfunção renal (Zhu, 2014). Outro dado experimental mostrou que a quercetina e a catequina 
exibem atividades anti-inflamatórias através da inibição das vias JNK/NF-κB de macrófagos 
(Liu, 2014). Em modelo in vitro, as catequinas foram benéficas na regulação do ciclo celular e 
danos ao DNA de células cancerosas intestinais, induzindo a apoptose por meio de uma via 
dependente de p53 e inibição da PI3K/Akt/MAP (Enayat, 2013). Em modelo de hipertensão 
arterial, o tratamento com epicatequina reduziu a pressão artéria, por aumento de óxido nítrico na 
vasculatura (Galleano, 2013), além de promover o controle e oxigenação de microvasos no tecido 
muscular (Copp, 2013). 
Pouco se sabe a respeito dos efeitos terapêuticos das catequinas no tratamento de 
doenças degenerativas mediadas pelo estresse oxidativo (Middleton e cols., 2000, Lopez-
Revuelta e cols., 2006). Estudos experimentais mostraram que o uso da catequina melhora a 
aprendizagem, a memória e a neurogênese em modelo de envelhecimento (Gibbons, 2014). Um 
estudo multicêntrico, randomizado, duplo-cego realizado por Morillas-Ruiz (2014) mostrou que a 
suplementação oral de polifenóis (200 ml/dia) em 100 indivíduos, reduziu as concentrações 
plasmáticas de homocisteína, aminoácido envolvido nas complicações cardíacas e na demência 
senil como o Alzheimer (Copp, 2013). Recentemente, nosso grupo mostrou o efeito benéfico do 
chá verde, componente rico em catequinas, no combate às alterações da RD. Neste estudo, 
revelamos que o chá verde protegeu a retina contra a toxicidade do glutamato por meio de um 
mecanismo antioxidante; além disso, mostramos em modelo in vitro que tanto o chá verde como 
a (-)-epigalocatequina galato, catequina mais abundante do chá verde, restabeleceu as alterações 
induzidas de alta glicose em dois tipos celulares da retina: levou a neuroproteção de células de 
Müller e melhorou a disfunção da barreira retiniana externa em células do epitélio pigmentar da 
retina (Silva e cols,. 2013).  
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1.3.2 - Theobroma cocoa 
Theobroma cocoa, nome científico dado ao cacau, é um fruto com um longo histórico de 
utilização medicinal (Kwik-Uribe, 2005). Registros mostram que no século XVI na Europa o 
extrato líquido do cacau era utilizado, como veículo de medicamentos. Além de ser considerado 
por si só como medicamento, o extrato conjugado a outros suplementos alimentares eram 
utilizados no tratamento de doenças, como desordens digestivas, dores de cabeça, inflamações e 
insônias (Kwik-Uribe, 2005). 
O cacau é rico em polifenóis do tipo flavonoides. A epicatequina é o principal 
componente ativo do cacau responsável pelos efeitos benéficos à saúde (Schroeter e cols., 2006). 
Há um crescente número de estudos clínicos e meta-análise sobre o uso do cacau e seus 
componentes que fornecem evidências clínicas da relação entre flavonoides do cacau e a 
melhoria de algumas doenças, principalmente as cardiovasculares (Tokede e cosl., 2011; Desch e 
cols., 2010; Hooper e cols., 2008; Ried e cols., 2012; Grassi e cols., 2012). 
Estudos sugerem que o consumo diário de 200 mg de flavonoides presentes no cacau  
auxilia na manutenção da vasodilatação do endotélio. Esta quantidade pode ser fornecida pela 
ingestão de 2,5g de cacau em pó rico em flavonoide ou 10g de chocolate escuro também rico em 
polifenóis, as quais podem ser consumidos no quadro de uma dieta equilibrada pela população 
em geral (Davison e cols., 2008; EFSA, 2012 Balzer e cols., 2008; Heiss e cols., 2003, 2005 e 
2010; Monahan e cols., 2011). 
 
1.3.2.1 - Efeitos na homeostase 
A agregação plaquetária é um mecanismo essencial na homeostase vascular (Buch e 
cols., 2010). Portanto, vários estudos sustentam evidências sobre a potente atividade de 
flavonoides presentes no cacau como inibidores da agregação plaquetária (Pearson e cols., 2005; 
Rein e cols., 2000). Kwil-Uribe (2005) mostrou que o consumo de produtos de cacau com alto 
 Introdução 
32 
 
teor de flavonoides e procianidinas diminui a tendência de agregação das plaquetas e, portanto, a 
formação de coágulos.  
Schramm e cols. (2001) relataram que o consumo de chocolate com alto teor de 
procianidina (147 mg) reduz significativamente os níveis de leucotrieno, um vasoconstritor 
endógeno, e aumenta os níveis de prostaciclina, um vasodilatador natural. No estudo de Innes e 
cols. (2003) os resultados foram semelhantes, no entanto, com o consumo de 100g de dois tipos 
de chocolate: o escuro e o branco. O chocolate escuro reduziu de forma significativa a agregação 
de plaquetas e o chocolate branco, com teor mínimo de flavonoide, não teve nenhum efeito.  
No estudo duplo-cego randomizado de Heptinstall e cols. (2006) com 12 voluntários 
saudáveis, foi verificada a dose resposta do consumo de bebidas de cacau com diferentes 
quantidades de flavonoides (baixa, 80 mg e rico, 300, 600 ou 900 mg). O consumo da bebida de 
cacau contendo 600 e 900 mg flavonoides resultou na inibição significativa de agregação de 
plaquetas, fato que não foi observado nas doses de 80 e 300 mg. Estes efeitos foram atribuídos 
aos metabolitos dos flavonoides presentes no cacau, principalmente, 4-O-metil-epicatequina e 3-
O-metil-catequina. 
 
1.3.2.2 - Capacidade antioxidante 
As espécies reativas de oxigênio têm um papel importante em muitos processos 
biológicos. Para auxiliar os sistemas antioxidantes de defesa, é desejável a ingestão de 
substâncias com capacidade antioxidante para combater o excesso de radicais livres (Jacob e 
Burri, 1996). A atividade antioxidante do cacau foi avaliada em diversos estudos. Sanbongi e 
cols. (1998) verificaram o efeito do extrato de cacau rico em flavonoides. O estudo in vitro 
mostrou que não apenas catequinas e epicatequinas apresentaram efeito antioxidante, como 
também quercetina, quercetina-3-glicosídeo, quercetina-3-arabinosídeo e dideoxiclovamida. 
Outro estudo demonstrou a elevada atividade antioxidante das procianidinas do cacau, (Mao e 
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cols., 2000). Os mesmos compostos mostraram-se capazes, ainda, de retardar a oxidação lipídica, 
inibindo totalmente o estresse induzido.  
O cacau tem se mostrado eficiente no tratamento clínico. Em estudos realizados em 
humanos saudáveis, as catequinas foram responsáveis pelo aumento da atividade antioxidante, 
diminuído o malonaldeído e a peróxidação lipídica no plasma. Além disso, o cacau aumentou a 
concentração de ascorbato no plasma, reduziu a absorção de ferro não-heme e melhorou a 
resistência do LDL à oxidação (Williamson e Manach, 2005). O mesmo efeito foi observado em 
outros estudos com indivíduos saudáveis (Baba e cols., 2007; Rein e cols., 2005; Nanetti e cols. 
2012; Fraga e cols., 2005; Sarria e cols., 2012; Roberts e cols., 2009). 
No estudo clínico de Davison e cols. (Richelle e cols., 1999), os autores mostram que o 
consumo agudo de chocolate escuro possui capacidade antioxidante em resposta ao estresse 
oxidativo, aumentando a atividade da superóxido dismutase e catalase. O efeito foi visto entre 1 a 
2 horas após a administração de cacau. A análise do plasma destes pacientes mostrou que após 2 
horas, a meia-vida dos flavonoides diminuiu progressivamente até alcançar níveis basais em 
aproximadamente 6 horas pós-ingestão (Martin e cols., 2010). 
Wiswedel e cols. (Wiswedel e cols., 2004) realizaram um estudo randomizado com 
indivíduos saudáveis que consumiram bebida de cacau contendo duas doses de flavonoides (14 
ou 187 mg). Os dados mostraram que o a ingestão de cacau com 187mg de flavonoides, 
combinada com exercícios físicos, reduziu as concentrações de isoprostana, um biomarcador de 
peroxidação lipídica, por outro lado, o cacau com dose baixa de flavonoides não apresentou 
efeito sobre este marcador. Em um estudo cross-over, observou que a ingestão aguda de 40 g de 
chocolate escuro diminuiu os níveis plaquetários de isoprostanos em fumantes por redução de 
Nox2, uma proteína envolvido da produção de radicais livres (Carnevale e cols., 2012).  
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1.3.2.3 - Atividade anti-inflamatória 
Estudos mostram que o cacau também possui atividade anti-inflamatória. Em modelo in 
vitro, o tratamento com flavonoides do cacau gerou redução da produção de compostos pró-
inflamatórios. Rein e cols. (2000) mostraram ainda que os flavonoides tem a capacidade de 
modular etapas importantes na regulação da produção de moléculas pró-inflamatórias. 
Interessante que o grau de condensação (monômeros, dímeros, trímeros, etc.) dos flavonoides 
interferiu em suas atividades. Também em modelo in vivo, Osakabe (1998) verificou que a 
ingestão de flavonoides e procianidinas favoreceu a produção de compostos anti-inflamatórios. 
Foi demonstrada ainda propriedade anti-inflamatória por meio da redução de lesões gástricas 
induzidas pelo consumo de álcool. 
Os polifenóis presentes no cacau também estão relacionado à diminuição da inflamação 
através de vários mecanismos: inibir a ativação de células T, a ativação de células B policlonais e 
reduz a expressão e secreção de interleucina-2 (IL-2) por células T (Sanbongi e cols., 1987). 
Além disso, as procianidinas do chocolate também exercem efeitos anti-inflamatórios, 
diminuindo as expressão de diversas citocinas, como por exemplo, IL-5, TNF-α e TGF-β. Por 
outro lado, Muniyappa e cols. (2008) não viram nenhum efeito sobre os níveis de ICAM e IL-6 
em pacientes hipertensos após a ingestão diária de 900 mg de cacau rico em flavonoides por 14 
dias. Do mesmo modo, Grassi e cols. (2005) descobriram que o consumo de 88 mg de chocolate 
escuro rico em flavonoides consumidos por 15 dias não afetou a proteína reativa-C (RPC) ou 
ICAM. A discrepância dos resultados pode ser devido a diferença na dose de cacau ou tipo de 
chocolate administrado, ou ainda ao estado de saúde dos indivíduos estudados.  
Um recente estudo randomizado sugere que a ingestão de polifenóis do cacau pode 
modular mediadores inflamatórios em pacientes com alto risco de doenças cardiovasculares 
através da avaliação de biomarcadores inflamatórios celulares e séricos relacionados à 
aterosclerose (Monagas e cols., 2009). Neste estudo, os pacientes receberam 40 g de cacau/dia 
durante quatro semanas. Não foram encontradas diferenças significativas na expressão de 
moléculas de adesão nas superfícies de linfócitos T. Entretanto, a expressão de monócitos CD40 
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e CD36 foi significativamente menor após a ingestão de cacau. Outro ensaio clínico com 18 
voluntários saudáveis verificou que o cacau diminuiu significativamente a ativação do NF-kB em 
relação aos níveis basais 6 h após a administração oral. Apesar destas evidências, estudos de 
longo prazo são necessários para confirmar a propriedade anti-inflamatória do cacau. 
 
1.3.2.4 - Efeitos no sistema vascular 
O consumo diário de cacau está associado à redução de 50% da mortalidade entre 
pacientes cardiopatas (Buijsse e cols., 2006), o que sugere que os polifenóis do cacau também 
conferem proteção cardiovascular, independente da redução da pressão arterial, possivelmente 
devido ao óxido nítrico (Heiss e cols., 2006; Taubert e cols., 2007). 
A associação epidemiológica entre o consumo de cacau e baixa incidência de 
hipertensão é consistente com os resultados de vários estudos de intervenção em curto prazo. 
Grassi e cols. (2005) observaram que a ingestão de chocolate escuro esteve associado à 
diminuição da pressão arterial sistólica (PAS) em indivíduos saudáveis, e este efeito também foi 
observado em pacientes hipertensos (Grassi e cols., 2005), bem como pacientes com pré-
hipertensão ou no estágio I de hipertensão (Grassi e cols., 2008). Taubert e cols. (2008) 
estudaram os efeitos de baixas doses de chocolate amargo rico em polifenóis em pacientes com 
hipertensão; durante 18 semanas, os autores observaram que o consumo diário de pequenas 
quantidades de chocolate escuro reduziu a média da PAS de -2,9 ± 1,6 mm Hg e a pressão arterial 
média diastólica em -1,9 ± 1,0 mmHg e melhorou a formação do vasodilatador NO. Faridi e cols. 
(2007) observaram que a ingestão aguda de chocolate escuro melhora a função endotelial e reduz 
a PAS em adultos com sobrepeso. 
Evidências sobre os efeitos do cacau sobre o sistema vascular e a influência da idade, 
duração e dose administrada de polifenóis/cacau foi estatisticamente analisado em recente 
metanálise (Hooper e cols., 2012). Em relação à idade, o efeito do cacau na pressão arterial pode 
ser mais acentuado em indivíduos mais jovens, devido à reatividade vascular. Quanto ao tempo 
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de estudo, os protocolos mais curtos parecem ser mais eficazes na diminuição da PAS dose-
dependente, enquanto que em estudos de longo prazo têm relatado dados controversos. Um ponto 
preocupante foi a dose, pois a ingestão de grandes quantidades (1 barra equivalente a 100g/dia) 
está relacionada a alguns efeitos colaterais indesejados, tais como o ganho de peso. Além disso, 
tem sido sugerido que outros compostos presentes no cacau, tais como a teobromina, também 
poderiam ser responsáveis por vasoatividade e, portanto, a redução da pressão arterial (Kelly e 
cols, 2005).  
 
1.3.2.5 - Efeitos no Diabetes e suas complicações 
Os efeitos benéficos dos flavonoides sobre a homeostase da glicose têm sido verificados 
por evidências epidemiológicas e clínicas. Hanhineva e cols. (2010) mostraram que diferentes 
polifenóis, como os flavonoides e proantocianidinas, atuaram no metabolismo de carboidratos. O 
estudo mostrou que os polifenóis do cacau atenuaram a resposta glicêmica pós-prandial e em 
jejum durante a hiperglicemia, melhorando a secreção e sensibilidade aguda da insulina. Os 
possíveis mecanismos de ação incluem a inibição de carboidratos da digestão e absorção da 
glicose no intestino, a estimulação da secreção de insulina pelas células pancreáticas, a 
modulação da libertação de glicose do fígado, a ativação de receptores de insulina e a absorção de 
glicose nos tecidos sensíveis à insulina, possivelmente através de vias de sinalização intracelular 
(Hanhineva e cols., 2010). 
Não existem estudos epidemiológicos que avaliaram a associação entre o consumo de 
cacau ou chocolate e diabetes. No entanto, estudos clínicos com pacientes hipertensos, a 
administração de 100 g/dia de chocolate amargo (contendo 88 mg flavonoides) durante 15 dias 
diminuiu a resistência à insulina tanto em indivíduos saudáveis quanto hipertensos, com (Grassi e 
cols., 2005b) ou sem (Grassi e cols., 2005) tolerância à glicose. Por outro lado, outro estudo não 
conseguiu encontrar alterações na sensibilidade à insulina após 2 semanas de administração de 
uma bebida de cacau fornecendo um dose diária de 900 mg de flavonoides a indivíduos com 
 Introdução 
37 
 
hipertensão (Muniyappa e cols., 2008). Em pacientes com sobrepeso e obesidade, a ingestão de 
cacau rico em flavonoides mostrou melhora na resistência à insulina observada pela redução da 
glicemia de jejum; curiosamente, os efeitos benéficos foram observados apenas nas doses de 50 a 
100 mg/epicatequina/dia, mas não em uma dose superior (Davison e cols., 2008). 
Pouco se sabe a respeito do uso do cacau e seus compostos no tratamento das 
complicações do diabetes. Dados experimentais em modelo de nefropatia diabética mostraram 
que o cacau atua restabelecendo a AMPK no tecido renal por redução da sinalização da 
Nox4/Fator de transformação do crescimento beta-1 (TGFβ-1) (Papadimitriou e cols., 2014). O 
mesmo estudo verificou redução de acúmulo de matris extracelular em ratos diabéticos tratados 
com cacau. Na retina, estudos preliminares com células de linhagem do epitélio pigmentado da 
retina humana (ARPE-19), mostraram que a condição de alta glicose (30mM) induz o estresse 
nitrosativo, gerando S-nitrosilação da caveolina-1 (uma proteína de membrana importante no 
fluxo celular), e esta modificação gerou endocitose e degradação de proteínas de junção 
envolvidas na permeabilidade paracelular, alterando as características da barreira celular. O 
tratamento com 100 ng/ml de extrato de cacau enriquecido com polifenóis ou (-)- epicatequina, 
12 ng/ml referente a 12% do extrato total, restabeleceram estas alterações restaurando as 
proteínas de junção intercelular da ARPE-19 (Rosales e cols., 2014). Neste sentido, devido à 
eficaz atuação do cacau e seus compostos frente à inflamação e estresse oxidativo/nitrosativo, a 
administração oral de cacau enriquecido com polifenóis pode conferir neuroproteção retiniana em 
pacientes com diabetes.  
 
1.4 - Terapia celular 
Atualmente, com o avanço do conhecimento e das técnicas moleculares, a ciência 
conseguiu gerar informações importantes para o diagnóstico e tratamento de algumas doenças. 
Novos tratamentos foram criados utilizando as células-tronco (CT), através da terapia celular. As 
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CT são células indiferenciadas definidas pela capacidade de auto renovação e são capazes de se 
dividirem indefinidamente (Gnecchi e cols., 2008). 
Estudos têm demonstrado que certas células da medula podem auxiliar na reparação de 
tecidos com lesão em uma grande variedade de doenças cardiovasculares (Alaiti e cols., 2010).  
Embora ainda não se saibam os mecanismos pelos quais as células exerçam seus efeitos; vários 
estudos têm documentado a retenção de parte destas células nos órgãos-alvo, mantendo melhoras 
estruturais e funcionais (Hofmann e cols., 2005; Gnecchi e cols., 2008). De acordo com Gnecchi 
e cols (2008), as células progenitoras endoteliais da medula podem atuar através de fatores 
parácrinos locais e não por incorporação de estruturas pré-existentes. 
Asahara e cols (1999) descreveram pela primeira vez, há pouco mais de 10 anos, as 
células progenitoras endoteliais (EPCs) derivadas da medula óssea circulantes no sangue. Desde 
então, inúmeros estudos demonstraram que as EPCs circulantes atuam na reparação de vasos 
sanguíneos danificados e na neovascularização de lesões isquêmicas (Kaushal e cols., 2001; 
Kong e cols., 2004), sugerindo que essas células apresentam importante função na patogênese da 
aterosclerose e doenças cardiovasculares. 
Existe uma variedade de EPCs originárias da medula, uma dela é a Early Outgrowth 
(EOC). Consideradas células progenitoras endoteliais, estas expressam uma variedade de 
marcadores de membrana (Asahara e cols. 1997, Hur J e cols., 2004). 
 
1.4.1 – Células Early Outgrowth (EOCs) 
As EOCs são um tipo raro de células progenitoras de origem endotelial definidas 
principalmente pela identificação de seus marcadores de superfície celular (Hur J e cols., 2004). 
As EOCs são particularmente importantes no que diz respeito à produção e secreção de fatores 
antifibróticos (Yuen e cols., 2010) e anti-oxidativo (Yang Z e cols., 2010). Este tipo celular é 
produzido in vitro a partir de células da medula óssea pluripotentes e são consideradas um tipo de 
célula endotelial devido à técnica de cultivo e diferenciação. Sob estes estímulos, as células 
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passam a expressar marcadores de superfície celular característicos, como CD34 e VEGFR2 (Hur 
e cols., 2004). Apesar de se assemelhar a células endoteliais maduras, EOCs são secretoras, 
tendem a não integrar as estruturas pré-existentes e exibem um fenótipo parecido a monócitos 
imaturos (Figura 18) (Hur e cols., 2004; Krenninge e cols., 2009). 
 
 
Figura 18. Origem e diferenciação das células early outgrowth (adaptado de Jones CP, Rankin, 
2011). Sob estímulos com fatores de crescimento contidos em meio de células endoteliais, as 
células progenitoras hematopoiéticas da medula diferenciam-se em progenitora mielóides e 
posterirormente em EOC, expressando os marcadores de membrana CD43 e VEGFR2. O 
processo de diferenciação ocorre in vitro de 4 a 7 dias pós-extração. Além disso, é possível gerar 
o modelo tardio, de 3 a 4 semanas de diferenciação, onde as células ganham o marcador CD133. 
EOC-EPC: células progenitoras endoteliais early outgrowth; LOC-EPC: células progenitoras 
endoteliais late outgrowth.  
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As EOCs tem a capacidade de diferenciação e/ou fusão em células do parênquima 
maduro, e destacam-se pelas funções parácrinas (Gnecchi e cols., 2008). Embora a maioria dos 
estudos tenha abordado a atividade pró-angiogênica das EOCs, este tipo celular tem a capacidade 
de secretar fatores antifibróticos (Yuen e cols., 2013) e antioxidantes, atenuando a apoptose de 
células endoteliais induzida pelo H2O2 (Yang e cols., 2010). No entanto, os mecanismos pelos 
quais as células progenitoras EOCs medeiam a reparação e regeneração de órgãos, permanecem 
especulativos.  
Estudo desenvolvido no Canadá por Zhang e cols. (2012), descreve o tratamento bem 
sucedido da nefropatia diabética usando uma única infusão de EOCs em modelo experimental de 
DM tipo 2 (db/db). A terapia celular com EOCs preveniu alterações estruturais do rim, tais como 
a deposição de matriz extracelular e a apoptose de células do epitélio tubular, o que levou à 
redução de albuminúria, uma característica da lesão renal diabética. Embora as EOCs tenham 
promovido esses efeitos, foi observada a retenção mínima destas células no tecido renal dos 
animais diabéticos. Achados semelhantes foram demonstrados nos animais diabéticos tratados 
com meio condicionado das EOCs, sugerindo que os efeitos foram mediados por liberação de 
fatores. Por outro lado, foi observada a presença abundante das EOCs no fígado, pulmão, baço, e 
medula óssea, sugerindo um mecanismo de atividade parácrina pela secreção de fatores 
renoprotetores a distancia (Zhang et al, 2012).  
A falta de retenção celular nos órgãos lesionados também foi descrita por outros 
trabalhos (Yuen et al, 2013). No entanto, Gilbert e cols caracterizaram a capacidade secretora das 
EOCs. A análise do meio condicionado das EOCs detectou onze tipos de citocinas secretadas por 
estas células, dentre elas estão: interferon-γ, interleucina-1a e inibidor de metaloproteinase-1 
(Zhang e cols., 2012). Além disso, o grupo documentou quase duzentos tipos de proteínas 
detectadas por mapeamento proteômico do meio condicionado das EOCs. O fato que chamou a 
atenção foi a presença de proteínas que regulam as funções celulares implicadas na fibrose e 
também proteínas envolvidas na respostas ao stress oxidativo, tais como, glutationa-S-transferase, 
peroxiredoxina, superóxido dismutase, tiorredoxina, e hemeoxigenase-1 (Yuen e cols., 2013). 
 Introdução 
41 
 
Estes resultados indicam que EOCs exibem uma grande capacidade na secreção de fatores 
solúveis com potente atividade antioxidante, quando injetado por via intravenosa. 
Na retina, avanços de estudos com células-tronco proporcionam grande expectativa para 
uso destas células na regeneração dos tecidos oculares (Siqueira, 2009). Recentemente, tem sido 
testado o uso da terapia celular no tratamento de doenças degenerativas da retina tais como 
retinopatia diabética e degeneração macular com a utilização de uma variedade de tipos celulares, 
incluindo: células pluripotentes embrionárias progenitoras do epitélio pigmentado da retina 
(Buchholz e cols., 2009); células mesenquimais da medula óssea ou derivadas do condão 
umbilical (Schwartz e cols., 2012); células fetais progenitoras neuronais e retinianas (Aftab e 
cols., 2009); e, células tronco adulta do epitélio pigmentado da retina (Inoue e cols., 2007; 
Siqueira e cols., 2011). Entre os muitos tipos de células propostas, as EPCs circulantes no sangue 
derivadas de medula têm sido estudadas em grande parte dos ensaios clínicos (Tateishi-Yuyama e 
cols., 2002; Mund e cols., 2009). No entanto, os mecanismos pelos quais essas células exercem 
seus efeitos benéficos ainda não são claros. 
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2 – OBJETIVOS 
 
2.1 - Objetivo geral 
 Investigar os mecanismos de regulação da neurodegeneração da retina diabética através 
da modulação da atividade da SIRT1. 
 
2.1 - Objetivos específicos  
2.2.1 - Artigo I 
 Investigar os possíveis efeitos protetores da administração oral de cacau enriquecido com 
polifenóis na RD em modelo de diabetes tipo 1. 
 Verificar os mecanismos neuroprotetores do cacau enriquecido com polifenóis na RD.  
 Elucidar o mecanismo da sinalização do GFAP em células de Müller. 
 Acessar a participação e a modulação da atividade da SIRT1 na RD. 
 
2.2.2 - Artigo II 
 Investigar o possível efeito terapêutico de células da medula óssea derivadas de animais 
saudáveis (Dock7 m +/+ Leprdb db/m) e diabéticos (BKS.Cg-Dock7 m +/+ Leprdb/J, 
db/db) na RD em modelo de diabetes tipo 2. 
 Verificar os mecanismos neuroprotetores das células EOCs na RD. 
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3 - ARTIGO I 
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4 – ARTIGO II 
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5 – SUMÁRIO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS APRESENTADOS  
NOS ARTIGOS I E II 
 
 As rMC-1 expostas á alta glicose apresentaram aumento da expressão da subunidade Nox4-
NADPH oxidase acompanhado do acréscimo na produção de ROS e redução da expressão 
e atividade da SIRT1. 
 Mecanisticamente, mostramos que a inativação da SIRT1 nas rMC-1 em condição de alta 
glicose ocorreu por duas vias: 1) ativação da PARP-1 que levou ao consumo do NAD
+
 
intracelular; 2) modificação pós-tradução da SIRT1 por danos nitrosativos/oxidativos. 
 A queda da atividade da SIRT1 levou à hiperacetilação da lisina 310 do complexo 
RelA/p65-NF-κB, ativando este fator de transcrição e consequente transcrição dos genes-
alvo como VEGF e GFAP nas rMC-1 expostas á alta glicose. 
 O bloqueio da PARP-1 ou a suplementação com NAD+ restabeleceu a atividade da SIRT1 
nas rMC-1 em condição de alta glicose. O mesmo foi verificado pelo silenciamento gênico 
da Nox4. 
 O tratamento com cacau rico em polifenóis ou a epicatequina, composto mais abundante do 
cacau, reduziu a produção de ROS e a ativação da PARP-1, resultando na melhora dos 
níveis de NAD
+
 e reestabelecimento da atividade da SIRT1 em rMC-1 exposta a alta 
glicose. 
 O tratamento com o meio condicionado das células early outgrowth (provenientes de 
camundongos db/m e db/db, principalmente) reduziu a expressão de Nox4 resultando na 
queda da produção de ROS e consequente redução da nitração e carbonilação da SIRT1 e 
levando ao restabelecimento da atividade e expressão da sirtuínas em rMC-1 exposta a alta 
glicose. 
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 Ambos os tratamentos, pela ativação da SIRT1 preveniram o aumento do GFAP induzido 
pela alta glicose via redução da acetilação do p65. A inibição química ou silenciamento 
gênico da SIRT1 bloqueou tanto o efeito benéfico do cacau enriquecido com polifenóis 
quanto do tratamento celular com as células EOCs. 
 Nos ratos SHR diabéticos, o tratamento com cacau rico em polifenóis reduziu o estresse 
tecidual e a ativação da PARP-1, resultando na melhora dos níveis de NAD
+
 e 
reestabelecimento da atividade da SIRT1 no tecido retiniano. 
 Nos camundongos diabéticos, o tratamento com a injeção única de células early outgrowth 
diminuiu a expressão de Nox4 resultando na redução da lesão oxidativa do DNA, preveniu 
a nitração e carbonilação da SIRT1 e levou ao restabelecimento da atividade e expressão da 
sirtuínas na retina diabética. 
 Em ambos os modelos experimentais de diabetes, a ativação da SIRT1 preveniu o aumento 
do GFAP via desacetilação da lisina 310 do complexo RelA/p65-NF-κB.  
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6 - CONCLUSÃO GERAL 
 
Em conclusão, a administração de cacau enriquecido com polifenóis melhorou o status 
redox e reduziu a ativação da PARP1, levando ao restabelecimento da razão NAD
+
/NADH 
intracelular. Enquanto que o tratamento com células early outgrowth, por redução da expressão 
de Nox4 e consequente diminuição da produção de espécies reativas de oxigênio, preveniu danos 
nitrosativos/cabonilativos da SIRT1. 
Ambos os tratamentos restabeleceram a atividade enzimática da SIRT1, o que culminou 
na desacetilação e inativação do complexo RelA/p65-NF-κB. Como consequência, os marcadores 
estruturais precoces da RD decorrente da neurodegeneração retina foram prevenidos tanto em 
modelo in vivo quanto in vitro. 
É interessante ressaltar que este estudo mostrou pela primeira vez o mecanismo de 
regulação da expressão do GFAP via acetilação/desacetilação do complexo RelA/p65-NF-κB.   
Em resumo, a presente tese fornece evidências que tanto a administração oral do cacau 
enriquecido com polifenóis quanto à terapia celular com células early outgrowth, conferem 
neuroproteção da retina aos insultos do diabetes. Portanto, intervenções que modulem a atividade 
das sirtuínas são promissoras ferramentas terapêuticas no tratamento farmacológico da retinopatia 
diabética. 
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